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© Procede d'hydrolyse enzymatique des proteines utilisant une association de trois enzymes suivantes. 
ajoutees simultanement ou successivement : 

a) une protease bacterianne utilisabie en milieu voisin de la neutralite (pH 5 a 8) extraite de souches 
de Bacillus subtilis, choisie dans le groupe comprenant la Neutrase®. la Protease B500® et la H.T. 
Proteolytique®. 

b) une protease bacterienne utilisabie en milieu alcalin (pH 7 a 11) extraite de souches de Bacillus 
licheniformis ou de Bacillus subtilis choisie dans le groupe comprenant I'Alcalase®, la Protease Az® et 
I'Optimase®. et 

^ c) une enzyme pancreatique d'origine animale.incluant la trypsins ou un concentre de trypsins ou le 

* produit commercialise sous le nom de PEM®, dans les conditions d'hydrolyse suivantes : 
O - un pH neutre a alcalin de 7 a 10, 

* - une temperature de 20 a 70°C. de preference de 30 a 50°C, 

- une duree d'hydrolyse de preference egale ou inferieure a 300 minutes. 

* Un tel procede permet d'obtenir des hydrolysats riches en di-et tri-peptides et ayant une faible teneur en 
^Jaminoacides libres, utilisables notamment en nutrition artificielle et en dietetique. 
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Procede de fabrication d'un hydrolysat enzymatique de proteines riche en di-et tri-peptides, utilisable 
notamtnent en nutrition artificielle st en dietetique. 

La pnisente invention concerne un procede simple et economique de fabrication d'un hydrolysat 
enzymatique de proteines riche en di-et tri-peptides, utilisable notamrnent en nutrition aritificelle et en 
dietetique. 

II est de nos jours admis et demontre que les di-et tri-peptides presentent un reel interet en nutrition 
s artificielle et en dietetique. 

La nutrition artificielle est une technique appliquee aux patients incapables de s'alimenter par la voie 
normale en raison de dommages physiques (accident, operation chirurgicale, cancer de I'oesophage, etc) 
ou en raison d'un etat physiologique general qui ne permet pas une alimentation normale (coma, infection 
severe, trauma, brQlures, etc). 
to La nutrition artificielle peut etre donnee par la voie naturelle (voie digestive), il s'agit alors de nutrition 
orale ou enterale. Dans d'autres cas, les nutriments sont introduits directement dans la circulation sanguine, 
il s'agit alors de nutrition parenterale. 

Une nutrition complete necessite I'administration de I'azote sous la forme de protides (proteines. 
peptides, aminoacides) en melange avec des lipides, des hydrates de carbone. des Elements mineraux et 

Dans une alimentation normale, la majeure partie de I'azote consomme est ingeree sous la forme de 
proteines et est digeree par les enzymes du tractus digestif. 

Toutefois, dans un grand nombre de situations cities ou la nutrition artificielle est utilisee, la digestion 
effective des proteines n'est pas possible du fait de deficiences enzymatiques dues aux maladies ou a la 
20 portion limitee de I'intestin restant fonctionnelle apres la maladie ou I'intervention chirurgicale. 

En nutrition orale et enterale, on utilise parfois des aminoacides purs comme apport protidique rnais 
ceux-ci presentent toutefois de nombreux inconvenients theoriques et pratiques : 

- les aminoacides sont transport.es depuis I'intestin par des processus de transport actif. Differents 
aminoacides entrent en competition pour le transport, et l'absorption intestinale peut etre limitee par cette 

25 competition ; 

- certains etats pathologiques peuvent perturber le transport de certains aminoacides, provoquant une 
reduction de la capacite d'absorption. 

II a ete montre recemment (Silk D.B.A. Peptide absorption in man-6ut 15 194 (1974) ; Matthews D.M. 
Intestinal absorption of peptides - Phys. Rev. 55 537 (1975) ; Adibi S.A. et Y.S. Kim Peptide absorption and 
3D hydrolysis in Physiology of the gastrointestinal tract. Ed. L.R. Johnson. Raven Press New York 1073) que la 
molecule de peptide comprenant de 2 a 3 aminoacides lies par des liaisons peptidiques (di-ou tri-peptide 
respectivement) est absorbee a I'etat intact a partir de I'intestin par un mecanisme distinct de celui mis en 
oeuvre dans le transport des aminoacides. 

II apparalt que les cellules de surface dans I'intestin absorbent les di-et tri-peptides, les hydrolysent in 
35 situ en aminoacides et iiberent les aminoacides ainsi obtenus dans le sang. 

La digestion enzymatique des proteines a ete largement utilisee comme un moyen de production de 
melanges de peptides inferieurs ou "petits peptides". 

Ainsi toutes les preparations decrites contiennent un large spectre de longueurs de chaTne peptidique 
(de 2 a plus de 20 aminoacides) mais la teneur en di-et tri-peptides specialement requise est tres faible (de 
40 I'ordre de 5 a 20 %). 

Des peptides superieurs aux di-et tri-peptides ne montrent pas les avantages de l'absorption cinetique 
decrite precedemment et ainsi ces melanges de peptides mal dSfinis ne produisent pas une absorption 
d'azote optimale dans les utilisations cliniques. 

II a egalement ete propose de preparer des hydrolysats de de proteines a I'aide d'enzymes utilisables 
4S en milieu acide, mais la digestion doit s'etendre sur une longue periode de temps de 8 a 72 heures. Css 
hydrolysats peuvent contenir des peptides dont le poids moleculaire est inferieur a 700 daltons. Toutefois, 
les enzymes utilisees ne sont pas d'un usage courant dans les industries alimentaires et dietetiques et leur 
innocuite n'est pas unanimement reconnue. De plus, compte tenu de la duree de I'hydrolyse, celle-ci doit 
§tre conduite soil dans des conditions steriles (ce qui augmente nettement le coOt de ('installation), soit en 
so presence d'antiseptiques (dont I'elimination est difficile par la suite). 

Ainsi, les hydrolysats enzymatiques de proteines classiques ne conviennent pas pour la production de 
melanges contenant essentiellement des di-et tri-peptides. 

On peut egalement preparer les di-et tri-peptides par synthese chimique et 1'experience a montre que 
ces melanges de di-peptides peuvent etre utilises d'une maniere efficace dans la nutrition artificielle 
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(FURST P. Peptides in parenteral nutrition -Clinical Nutrition 4 (Suppl. 1985) p. 105 ; KRZYSIK 8.A. et 
ADIBI S.A. Comparison of metabolism of glycine injected intravenously in free and dipeptide forms ; 
STEINHARDT H.J.. PALEOS G.A.. BRANDL M.. FEKL W.L., ADIBI S.A. - Efficacy of synthetic dipeptide 
mixture as the source of aminoacids for total parenteral nutrition in a subhuman primate), 
s Toutefois, cette approche presents egalement des inconvenients : 

- en premier lieu, la totalite des di-peptides possibles (au nombre de 400) ne peut pas etre raisonnablement 
synthetisee ; ['experimentation etait basee sur un nombre limlte de di-peptides contenant la glycine (c'est-a- 
dire glycine - X. dans laquelle X est un autre aminoacide). 

Cette approche limits les di-peptides disponibles et peut entraTner un desequilibre dO a I'exces de 
ia glycine. 

- en second lieu, une autre limite de I'approche par synthese chimique est le coOt de production des di- 
peptides qui est trap eleve pour un usage en nutrition. 

La presente invention permet de remedier aux inconvenients des precedes classiques exposes ci- 
dessus, et concerne un precede d'hydrolyse enzymatique des proteines pour la production des melanges 
is peptidiques contenant principalement des di-et tri-peptides. 

Comme deja mentionne ci-dessus. en alimentation orale ou enterale les di-et tri-peptides offrent 
plusieurs avantages par rapport aux nutriments ordinaires (aussi denommes polymeriques) et aux diates 
elementaires (qui contiennent les protides sous forme d'aminoacides). 

Le premier avantage est d'ordre cinetique ; au niveau intestinal, I'apport azote est plus rapide lorsque 
20 les protides sont sous forme de di-et tri-peptides que dans ie cas ou ceux-ci sont sous forme elementaire 
ou oligomerique (produits de la digestion gastrique et pancreatique). 

Un deuxieme avantage tient a la non competition au niveau de I'absorption qui existe entre les di-et tri- 
peptides d'une part et les aminoacides d'autre part. 

Un troisierne avantage est lie au faible rapport osmolarite/azote (deux a trois fois plus faible que celui 
25 des solutes d'aminoacides. ce qui permet d'avoir des solutes riches en azote et dont I'osmolarite n'est pas 
trop eloignee des valeurs physiologiques de 300 a 500 mOs/l. 

On peut done concevoir que dans certaines conditions pathologiques ou les systemes de transport des 
aminoacides sont perturbes, I'absorption des di-et tri-peptides peut ne pas §tre modifiee. 

Le procede selon I'invention comporte une etape d'hydrolyse enzymatique d'une proteine, a I'aide 
30 d'une association des trois enzymes suivantes, ajoutees simuitanement ou successivement : 

a) une protease bacterienne utilisable en milieu voisin de la neutrality (pH 5 a 8), geneValement 
extraite de souches de Bacillus subtilis. choisie dans le groupe comprenant la Neutrase ® de la firme Novo 
Industrie Enzymes S.A.. la Protease B500® de la firme Rapidase Gist Brocades, et la H.T. Proteolytique ® 
de la firme Miles. 

35 b) una protease bacterienne utilisable en milieu alcalin (pH 7 a 11), extraite par exernple de souches 

de Bacillus licheniformis ou de souches de Bacillus subtilis, choisie dans le groupe comprenant I'Alcalase ® 
de la firme Novo Industrie Enzymes S.A., la Protease Az® de la firme Rapidase Gist Brocades, et 
I'Optimase ® de la firme Miles, 

c) une enzyme pancreatique d'origine animale, incluant la trypsine ou un concentre de trypsine ou la 

40 preparation commercialisee par la firme Novo Industrie Enzymes S.A. sous le nom de PEM ® ; les 
conditions de I'hydrolyse enzymatique comprennent : 

- un pH neutre a alcalin, de 7 a 10, _ 

- une temperature de 20 a 70° C, de preference de 30 a 50°C, 

- une duree de preference egale ou inferieure a 300 minutes. 

45 La concentration de la matiere proteique dans la suspension aqueuse a hydrolyser est de preference 
de 5 a 20 % en poids par volume. 

L'etape d'hydrolyse enzymatique est arretee par destruction de I'activite enzymatique. par exernple par 
un chauffage a 95-1 00°C pendant 10 a 15 minutes. 

L'hydrolysat enzymatique de proteines ainsi obtenu est eventuellement purifie' par ultrafiltration, 
so D'un point de vue industries les proteines utilisables pour la fabrication de cet hydrolysat comprennent 
a titre d'exemple les suivantes : 

- blanc d'oeuf (ovalbumine) . 

- proteines laitieres : lactalbumines et caseines 

- proteines d'abattoirs : serum albumine, hemoglobine decoloree 

55 - produits de I'industrie des peches et de la conserverie de poissons 

- des produits d'origine vegetale : proteines de soja de luzerne. 

La Neutrase® Novo est presentee sous la forme d'un liquide brun clair. preparee a partir d'une culture 
purifiee-de Bacillus subtilis; son activite proteolytique est 6e 0,5 unite Anson/g (une unite Anson est une 
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unite enzymatique correspondant a la quantite d'enzyme qui libere dans les conditions experimental 1 
mMole d'acides amines Folin-positifs (exprime en tyrosine) par minute. 

L'Aicalase® Novo est presentee sous la forme d'un liquide brun fonce prepare par purification et 
concentration d'une culture de Bacillus licheniformis. Son activite proteolytique est soit de 0,6 unite Anson;g 
5 soit de 2.4 unites Anson<g. 

La "P.E.M." est presentee sous la forme d'une poudre jaunatre obtfiue par un melange standardise de 
concentres de trypsine d'origine porcine et bovine. Son activite proteolytique est : 

- au moins egale a 1800 unites NF USP pour I'activite trypsique, 

- au moins egale a 350 unites NF USP pour I'activite chymotrypsique, 
io - et le rapport trypsine chymotrypsine est compris entre 3.75 et 6. 

Le rapport enzyme. substrat est de 5-10 % pour T'Alcalase" ou la "Neutrase" et de 0,5-1 % pour la PEM. 

Le procede selon ('invention peut etre mis en oeuvre d'une fagon economique dans la mesure ou, il ne 
necessity pas d'installations steriles et de materiel de centrifugation. 

De plus, les enzymes selectionnees sont toutes issues de microorganismes bien connus. deja utilises 
is dans les industries alimentaires et dont I'innocuite ne fait aucun doute. 

La presente invention est basee sur la decouverte par les inventeurs d'une combinaison de proteases 
capable de dggrader les proteines en une sule etape, pour conduire directement a un melange de protides 
de faible poids moleculaire et dont la composition est caracterisee par une forte teneur en di-et tri-peptides, 
une faible teneur en aminoacides libres. 
20 Les digestions enzymatiques. selon I'invention, sont conduites en milieu basique a neutre, I'apport en 
sodium et potassium est limite a la teneur souhaitee pour I'utilisation prevue, le delai de I'hydrolyse de 
preference n'excede pas 300 minutes, de fagon a eviter I'apparition d'une contamination bacterienne dans 
des conditions operatoires simples. 

Comme deja mentionne ci-dessus I'originalite de I'invention reside dans le choix d'une association de 
25 trois enzymes agissant successivement ou simultanement, de facon synergique et complementaire. 

Les essais suivants montrent la superiorite de cette association d'enzymes sur ces enzymes prises 
separement ou associees deux par deux dans le cadre de I'hydrolyse enzymatique de proteines. 

Le tableau I groupe les enzymes etudiees et les conditions d'hydrolyse (pH - temperature - concen- 
tration) dans lesquelles sont utllisees ces enzymes. 
oo Le tableau II presente les resultats de 15 exemples d'hydrolyses enzymatiques realisees soit sur le 
blanc d'oeuf de poule, soit sur la caseine du lait de vache sous forme de produits seches par atomisation, 
en utilisant ces enzymes prises separement, ou associees deux par deux ou trois par trois. 

TABLEAU I 



Enzymes essayees et conditions d'hydrolyse utilisees. 







doses d' uti- 


°C 


zone d* uti- 


: enzymes 


activite en 


lisation 


~ des 


lisation 




unites 


enzyme/substrat 


essais 


pH 


: pepsine 


10 000 NF 


lOg/kg 


35-45 


1,8-2,5 


: trypsine 


4 700 NF 


0,53g/kg 


40-50 


7 a 9 


: PEM R Novo 


2 500 NF 


lOg/kg 


40-50 


7 a 9 


: Alcalase " Novo 


0,6 ANSON 


0,11/ kg 


40-50 


7 a 9 


: Neutrase R Novo 


0,5 ANSON 


0,11/kg 


40-50 


7 a 9 
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TABLEAU II 















amino- 


tallies 






ardre d' addition 


degre d'hy- 


acides 


moyen- 


: N° 


matieres 








drolyse 


libres 


nes pep- 


: essais 


premieres 




2 


3 


(DH) % 


g/ioog 


tides 


: 1 


blanc 
















d'oeuf 


p . 






29 


12 


5,30 


: 2 


b. d'oeuf 


T^sine 






10 


2 


12,00 


: 3 


caseine 








10 


1 


11,00 


: 4 


caseine 


Alcalase® 






36 


12 


3,70 


: 5 


b. d'oeuf 


Pepsine 


Trypsine 




34 


15 


4,50 


: 6 


b. d'oeuf 


Pepsine 


Alcalasi^ 


Neutrase® 


34 


8 


3,50 


: 7 


b. d'oeuf 


AlcalasrP 


37 


12 


3,50 


: 8 




Trypsine 


Neutrase^ 




37 


ID 


3,30 


: 9 


b' dW 


Trypsine 


Alcalase® 




36 


9 


3,30 


: 10 


b. d'oeuf 


Trypsine 


Alcalase® 


Neutrase® 


38 


7 


3,00 


: 11 


b. d'oeuf 


Trypsine 


Neutrase® 


Alcalase® 


38 


7 


3,00 


: 12 


b. d'oeuf 


Alcalase® 


Neutrase® 




38 


7 


3,00 


: 13 


b. d'oeuf 


Alcalase® 


pe$> 




33 


4 


3,30 


: 14 




Alcalase® 


pbP 




33 


4 


3,30 


: 15 


caseine 


ALcalase® 


Neutrase^ 




37 


5 


3,00 



Le procede particulier mise en oeuvre pour realiser les 15 assais groupes dans le tableau II comports 
les etapes suivantes : 

a) mise en suspension de la matiere premiere proteique dans I'eau distillee a la concentration 15 % 
(150 g;l) dans une cuve thermostatee munie d'un systems d'agitation at da maintien du pH, 

b) ajustement et maintien du pH a 8 et de la temperature a 45°C (pH 2,0 ; 40°C dans le cas des 
hydrolyses a la pepsine), 

c) addition des preparations enzymatiques aux doses indiquees dans le tableau I, 

d) hydrolyse pendant une duree de temps n'excedant pas 300 minutes ; i'etat d'avancement de 
I'hydrolyse est suivi par la quantite d'ions OH utilises (ions H dans le cas de la pepsine) ; la reaction est 
arretee lorsque la degradation souhaitee est atteinte. 

e) destruction de I'activite enzymatique par chauffage a 100°C pendant 10 minutes, 

f) ultrafiltration de I'hydrolysat et recuperation de I'ultrafiltrat (point de coupure 10 000 ou 15 000 
daltons). 

L'hydrolysat ultrafiltre est analyse en vue de determiner : 

- le degre d'hydrolyse (ou son inverse, lataille moyenne des produits d'hydrolyse), 

- le taux d'aminoacides libres, 

- le taux de di-et tri-peptides dans I'hydrolysat ultrafiltre. 

Le tableau II appelle les observations suivantes : 
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(1) I'utilisation d'une association de trois enzymes introduces simultanement dans le reacteur ou a 
quelques minutes d'intervalle conduit a un degre d'hydrolyse toujours superieur a celui obtenu par une 
seule enzyme ou par une association de deux enzymes : 

(2) en ce qui concerne les tailles moyennes des peptides obtenus, la nature des enzymes est 
5 determinants : 

(3) dans certains cas, I'ordre d'addition des enzymes peut etre permute, sans que cela ait une 
incidence sur les produits obtenus (comparison des essais 10 et 11). Toutefois, d'autres essais montrent 
que cet ordre pourrait etre un element important des conditions d'hydrolyse r 

(4) I'utilisation d'une 'troisieme enzyme ne s'accompagne pas dans tous les cas d" une augmentation 
m significative du taux d'aminoacides fibres (comparaison des essais 8, 9 avec 10 et 14 avec 15) ; 

(5) parmi ces differentes associations d'enzymes etudiees, une categorie apparalt comme la plus 
performante tant en ce qui concerne le degre d'hydrolyse eleve que le faible taux d'aminoacides libres : il 
s'agit de I'association : Alcalase® -Neutrase® -PEM® -(essais 12 et 15) et de I'association Trypsine 
-Alcalase® -Neutrase® -(essais 10 et 11) ; 

)5 (6) I'association : Alcalase®. Neutrase©, PEM® (ou Trypsine - Alcalase - Neutrase) est utilisable sur 

d'autres matieres premieres proteiques (serum albumine bovine et porcine, proteines de soja et de luzerne, 
lactalbumine ou lait de vache. "hemoglobine decoloree" et produits de valorisation de I'industrie des 
peches (dechets de poisson)). Dans tous ces cas, le degre d'hydrolyse est du meme ordre de grandeur et 
le taux d'aminoacides libres est voisin de 5 %, sauf dans le cas ou la matiere premiere est deja un 

20 hydrolysat (hemoglobine decoloree et produits de valorisation de I'industrie des peches). Dans le cas de 
ces deux derniers exemples, le taux d'aminoacides libres est de I'ordre de 10 a 15 % en poids : 

(7) les preparations enzymatiques PEM® -Alcalase® -Neutrase® peuvent etre remplacees par 
d'autres preparations enzymatiques d'activite et de specificite equivalentes fabriquees par d'autres firmes : 
Protease B500® de la firme Rapidase Gist Brocades - H.T. Proteolytique® de la firme Miles - Protease A 2 

25 de la firme Rapidase Gist Brocades et Optimase® de la firme Miles ; (8) en ce qui concerne les essais 12 
et 15, la concentration de la matiere premiere proteique dans le milieu d'hydroloyse n'a pas de valeur 
critique. 

Des essais effectues avec des concentrations comprises entre 5 et 20 % (en poids par volume) n'ont 
pas introduit de variations significatives du degre d'hydrolyse et de la taille des peptides, sous reserve que 
30 les preparations enzymatiques soient utilisees avec un rapport enzyme/substrat constant comme indique 
dans le tableau I. 

Les hydrolysats proteiques sont generalement caractertses par leur "degre d'hydrolyse" (D.H.), qui est 

la valeur en pourcentage du nombre de liaisons peptidiques rompues au nombre de liaisons peptidiques 

existantes dans la proteine native, 
as Le D.H. est approximativement I'inverse de la taille moyenne des produits de I'hydrolyse ; ainsi a un 

D.H. de 50 % correspond une taille moyenne de 2, et a un D.H. de 33 % une taille moyenne de 3. 

La connaissance du D.H. et du taux d'aminoacides libres conduit a la determination de la taille 

moyenne de peptides7'Neanmoins. si le taux des aminoacides st faible, la taille moyenne des produits de 

I'hydrolyse et la taille moyenne des peptides sont pratiquement confondues. 
40 Le D.H. (ou la taille moyenne des produits de I'hydrolyse) est calcule a partir de dosages classiques 

permettant la determination du nombre de fonctions amines primaires avant et apres I'hydrolyse chimique 

totale de I'hydrolysat enzymatique. 

Le taux d'aminoacides libres est determine selon, la-technique AFNOR (NF V 76-115) adaptee aux 

hydrolysats enzymatiques de proteines. 
45 devaluation du taux des di-et tri-peptides est determinee par chromatographie analytique par echange 

de ligands. La phase stationnaire est constitute par du Sephadex-cuivre prepare selon la technique de 

ROTHENBUHLER E. (Anal. Biochem. 1 979 : 97-387-75). La chromatographie s'effectue dans des conditions 

qui conduisent a une elution des oligopeptides par tailles moyennes decroissantes. On obtient ainsi sept 

fractions pour lesquelles on determine une valeur moyenne (N) et le pourcentage de peptides de taille (N) 
so contenu dans I'hydrolysat 

Les tableaux III et IV relatifs respectivement aux essais 12 et 15 montrent que les oligopeptides 

superieurs aux tripeptides ont une taille moyenne au moins egale a cinq ce qui implique que la teneur en 

di-et tri-peptides est voisine ou superieure a 50 % en poids. 
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TABLEAU III 

Hydrolyse du blanc d'aeuf par l'Alcalase® la NeutrasJ^et la PbP 



Etalcmage avec peptides 
synthetiques purs 


N° 
fracticn 


TAILLES MOYENNES ET TENEURS 


Pour la fraction 


Cur 


Tills 




Ostte fracticn ne con- 
et aucun dipeptide 




8,5 + 0,9 (12%) 


6,0 
(37%) 


55 %} 




Ces fractions contien- 
nent en majarite ces te- 
trapeptides en melange 
avec des peptides supe- 
rieurs et inferieurs 


2 


5,2 + 0,6 (25S0 


3 


4,3 + 0,6 (18%) 


5,3 ( 


4 


3,8 + 0,6 (12 %) 


5,0 (67 0 


Ces fractions contien- 
nent presque exclusive- 
ment des tripeptides et 


5 


3,0 + 0,6 (8%) 




6 


2,6 + 0,5 (11%) 




7 


2,4 + 0,5 (14%) 



TABLEAU IV 

Hydrolyse de la caseine par l'Alcalase®, la Neutrase® et la PEI^ 





Etalcmage avec peptides 
synthetiques purs 


N° 


TAILLES MDYBMES ET TENEURS : 




Pcur la fraction 


Or 




-= 




Cette fraction ne con- 
tient aucun tripeptide 
et aucun dipeptide 


1 


9,0 + 0,9 (1D?S) 


6,0 

(28%) 








Ces fractions contien- 
nent en irajorite des te- 
trapeptides en melange 
avec des peptides supe- 
rieurs et inferieurs 


2 


5,0 + 0,6 (18%) 








3 


4,5 + 0,6 (17%) 


5,3 (55 %) 






4 


3,9 + 0,6 (16%) 


5,0 (60 






Ces fractions ccntien- 
nent presque exclusive- 
ment des tripeptides et 
des dipeptides 


5 


3,6 + 0,6 (11%) 










6 


2,8 + 0,5 (10%) 










7 


: 2,4 + 0,5(13%) 









On illustre I'invention par des exemples non limitatifs qui sufverit. 



EXEMPLE 1 

1 . Oenaturation et hydrolyse : 

50 600 kg de blanc d'oeuf atomise sont mis en suspension dans 4 000 litres d'eau distillee. Le pH est 
ajuste a 6 avec I'acide phosphorique. . La cuve est amenee sous agitation a 105°C sous 1 bar d'azote en 
40 minutes. Cette temperature est maintenue pendant 1 heure puis la suspension est refroidie sous 
agitation jusqu'a 45°C. Le pH est ajuste a 8,00 avec une suspension de chaux a 25 %. On ajoute alors 
successivement : 

55 - 6 kg de P.E.M.®, 

- 60 litres de Neutrase ® et 

- 60 litres d'Alcalase®. 

On maintient la temperature a 47°C pendant 5 heures et le pH a 7,8. 
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2. Separation soiide-liquide : 



3. Decoloration : 

A la phase liquids obtenue au stade precedent, on ajoute par m 3 . 20 kg de charbon actif Norit « Extra 
SX. La traitement s'effectue sous atmosphere d'azote pendant 1 heure a 70 °C. 

Le charbon actif est ensuite elimine sur filtre a mailles metalliques verticales en presence de Dicaiite® 
4146 de la firme Dicaiite. Cette operation est effectuee a 50"C. 



Le filtrat obtenu au stade precedent est soumis a ['ultrafiltration utmsant I'appareil PLEIADE de la 
societe RHONE-POULENC avec membranes Iris® 3038 ayant un point de coupure de 15 000 daltons ; 
cette operation est effectuee a une temperature de 45"C. 

L'ultrafiitrat ainsi obtenu peut etre utilise comme matters premiere pour la fabrication d'un aliment 
enteral, soit tel quel, soit apres dilution ou concentration sur evaporateur tubulaire ou a plaques, soit encore 
apres sechage par atomisation. 

Le tableau V donne les caracteristiques d'un hydrolysat a 15 grammes d'azote/litre. 

Le tableau VI presents les aminoacidograrnmes du blanc d'oeuf de depart et de l'ultrafiitrat. 



TABLEAU V 

Composition et caracteristiques du produit selon 1' invention. 
(Hydrolysat d'ovalbumine) 







Hydrolysat ultrafiltre : 


20 


Azote total 


15 g/1 : 




Osmolarite 


900 mOs/kg : 




PH 


7,0 : 


35 


Sodium 


150 meq/1 : 




Potassium 


40 meq/1 : 




Calcium 


550 mg/1 : 


30 


Chlore 


20 meq/1 : 




Phosphore total 


18 mg/1 : 




Repartition des protides 






Aminoacides libres 


11 % : 




Dipeptides 


20,5 % : 




Tripeptides 


20,5 % : 




Tetrapeptides 


20,0 % : 




Teneur en di-, tri- 






peptides 


41 % : 




Teneur en di- , tri- 






tetra- peptides 


61 % : 




Oligopeptides (supe- 






rieurs aux tetra- 






peptides) 


28 % 
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TABLEAU VI 

Composition en aminoacides de la matiere premiere et de 
l'hydrolysat ultrafiltre d ' ovalbumine. 

(residus en pour cent) 





Matiere 
premiere 


Hydrolysat ultra- 
filtre 


Acide aspartique 






et asparagine 


10,1 


11,2 


Threonine 


5,4 


5,6 


Serine 


7,6 


8,7 


Acide glutamique 






et glutamine 


12,1 


12,6 


Proline 


3,7 


6,6 


Glycine 


6,9 


6,6 


Alanine 


9,1 


9,7 


Cysteine 


1,9 


2,0 


Valine 


7,1 


7,5 


-Methionine 


4,0 


3,3 


Isoleucine 


4,2 


4,3 


Leucine 


8,1 


7,7 


Tyrosine 


2,8 


2,1 


Phenylalanine 


4,2 


3,5 




5,9 


6,0 


Histidine 


1,8 


1,8 


Tryptophane 


0,9 


0,7 


Arginine 


4,2 


4,0 



EXEMPLE 2 
1. Hydrolyse : 

1500 kg de caseine lactique stmt mis en suspension dans 10 000 litres d'eau. Le pH de la suspension 
est ajuste a 9.0 par addition d'une solution 5N de soude ou de potasse, dont la composition est determined 
par la teneur en sodium ou en potassium souhaitee dans le produit final. 
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On introduit successivemerrt. a 5 minutes d'intervalle I'Alcalase ® . la Neutrase ® et la PEM® a la 
concentration indiquee sur le tableau I. Le pH est maintenu a 8 par addition de la solution d'aicali pendant 
la premiere heure. ensuite on laisse le pH evoluer librement vers 7,6. La duree de I'hydrolyse est fixee a 
270 minutes. 



2. Destruction de I'activite enzymatique - chauffage -refroidissement - 

Le produit d-hydrolyse est porte a 95-9S°C par passage sur echangeur a plaques contre la vapeur. Le 
ro produit est maintenu a la m§me temperature pendant 15 minutes. 

Le produit est ensuite refroidi par passage sur echangeur a plaques contre I'eau froide a 15"C jusqu'a 
une temperature de 50 °C. 



^ultrafiltration de I'hydroiysat refroidi est realisee sur appareil PLEIADE de la societe RHONE- 
POULENC. a une temperature de 49" C. Les membranes d'ultrafiltration sont de la societe RHONE- 
POULENC et referencees Iris 3038. presentant un point de coupure de 15 000 daltons. 

Comme pour I'exemple 1 . I'ultrafiltrat peut etre ensuite soit dilue, soit concentre. 

Le tableau VII donne les caracteristiques d'un hydrolysat a 11 grammes d'azote;! et le tableau VIII les 
aminoacidogrammes de la caseine lactique de depart et de I'ultrafiltrat obtenu selon I'invention. 
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TABLEAU VII 

Composition et caracteristiques du produit selon 1' invention. 
(Hydrolysat de caseine) 







Hydrolysat ultrafiltre" 


20 


: Azote total 


li g/i 




: Osmolarite 


490 mOs/kg 




: pH 


7,6 


25 


: Sodium 


80 meq/1 




: Potassium 


35 meq/1 : 




: Calcium 


10 meq/1 : 




: Ammoniaque 


25 meq/1 : 




: Chlore 


25 meq/1 : 




: Phosphore total 


0,8 mg/1 : 


35 


: Repartition des protides 






: Aminoacides libres 


7 % en poids : 




: Dipeptides 


25 % : 




: Tripeptides 


25 % : 




: Tetrapeptides 


25 % : 




: Teneur en di-, tri- 






: peptides 


50 % : 




: Teneur en di-, tri- 






: tetra- peptides 


75 % : 




: Oligopeptides (supe- 






: rieurs aux tetra- ■ 






: peptides) 


18 % : 
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TABLEAU VIII 



Composition en aminoacides de la matiere premiere et de 
l'hydrolysat ultrafiltre de la caseine, selon 1' invention. 
(Residus en pour cent) 





Matiere 
premiere 


Hydrolysat ultra- 
filtre 


Acide aspartique 






et asparagine 


6,6 


7,0 


Threonine 


5,6 


5,7 


Serine 


7,2 


6,8 


Acide glutamique 






et glutamine 


20,8 


19,4 


Proline 


12,3 


^'g 


Glycine 






Alanine 


4,0 


4,2 


Cysteine 


0,5 


2,9 




6,9 


6,6 


Methionine 


1,3 


1,3 


Isoleucine 


2,7 


3,0 


Leucine 


8,6 


8,3 


Tyrosine 


3,7 


3,4 


Phenylalanine 


4,1 


3,9 


Lysine 


7,4 


7,3 


Histidine 


2,4 


2,4 


Tryptophane 


non determine 




Arginine 


2,9 


2,9 



EXEMPLE 3 

Cet exemple est relatif a la presentation pharmaceutique d'un aliment dietetique pour alimentation 
enterals, pret a 1'emploi. 

A l'hydrolysat ultrafiltre obtenu selon I'exemple 1 ou 2, sont ajoutes des hydrates de carbone sous 
forme de maltodextrines, des lipides sous forme d'huiles vegetales, des vitamines, des sels mineraux, des 
oligoeiements ainsi que plusieurs additifs technologiques necessaires a ia tenue en emulsion du produit fini. 
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L'aliment enteral ainsi constitue est sterilise par la technique UHT (Ultra Haute Temperature), puis il est 
reparti sous un volume compris entre 200 et 1000 ml, en emballages metalliques, ou emballages cartonnes. 

A titre d'exemple. une formule a 4180 kJ/l (soit 1000 kcal/l) ayant une osmolarite comprise entre 300 et 
450 mOs kg presente la composition suivante : 



- hydrolysat selon 1' invention quantite d'hydrolysat pour faire 

21 g de matiere seche 

- maltodextrines 60 g 

- amidon 10 g 

- melange lipidique 

(huile de soja, colza, onagre) 8 g 

- triglycerines a chaines raoyennes 8,7 g 

- melange vitaminique 0,1 g 

- sulfate de magnesium 0,7 g 

- chlorure de calcium 0,2 g 

- glycerophosphate de calcium 0,8 g 

- sulfate de fer (ferreux) 0,01 g 

- carbonate de manganese 0,003 g 

- sulfate de zinc 0,008 g 

- sulfate de cuivre 0,002 g 

- iodure de potassium 0,05 g 

- emulsifiant 1,3 g 



40 EXEMPLE 4 

Cet exemple est relatif a la presentation pharmaceutique d'un aliment pour alimentation enterale, sous 
forme de poudre a diluer dans I'eau avant I'emploi (500 Kcal/500 ml). 
4S A 21 g d'hydrolysat seche par atomisation, on ajoute des maltodextrines, des lipides, des oligoelements 
et des vitamines ainsi que les additifs technologiques necessaires a la bqnns mise en emulsion de la 
poudre dans I'eau. La composition pour un sachet a mettre en suspension est identique a celle presentee 
dans I'exemple 3, mais ne contient pas d'eau a I'exception de I'humidite residuelle de I'ordre de 3 %. 



Revendications 

1 . Precede de fabrication d'un hydrolysat enzymatique de prolines riche en di-et tri-peptides, et ayant 
une teneur reduite en aminoacides libres, utilisable notamment en nutrition artificielle at en dietetique, ledit 
55 procede etant caracterise en ce qu'il comports une etape d'hydrolyse enzymatique d'une proteine, utilisant 
une association de trois enzymes suivantes, ajoutees simultanement ou successivement : 
a) une protease bacterienne utilisable en milieu voisin de la neutralite (pH 5 4 8) generalement extraite de 
souches de Bacillus subtilis, choisie dans le groupe comprenant la Neutrase®, la Protease B500® et la H.T. 
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Protiolytique®, 

b) une protease bacterienne utilisable en milieu alcalin (pH 7 a 11) extraite de souches de Bacillus 
licheniformis ou de Bacillus subtilis. choisle dans le groupe comprenant I'Alcalase®, la Protease A;® et 
I'Optimase®, et 

c) une enzyme pancreatique d'origine animate, incluant la trypsine ou un concentre de trypsine ou le 
produit commercialise sous le nom de PEM®, 

dans les conditions d'hydrolyse suivantes : 

- un pH neutre a alcalin de 7 a 10, 

- une temperature de 20 a 70'C, de preference de 30 a 50°C, 

- une duree d'hydrolyse de preference egale ou inferieure a 300 minutes. 

2. Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que I'association d'enzymes comprend la 
Neutrase®. I'Alcalase® et la PEM®. 

3. Procede selon la revendication 1 ou 2, caracterise en ce que la concentration en proteines de la 
suspension de matiere proteique a hydrolyser est de 5 a 20 % en poids par volume. 

4. Procede selon la revendication 2 ou 3, caracterise en ce que le rapport enzyme, substrat est de 5-10 
% pour I'Alcalase® ou la Neutrase® et de 0,5-1 % pour la PEM®. 

5. Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 4, caracterise en ce que la proteine de 
depart est du blanc d'oeuf ou de la caseine. 

6. Procede selon I'une quelconque des revendications 1 a 5, caracterise en ce que I'hydrolysat 
enzymatique de proteines obtenu est inactive par chauffage a 95-100-C pendant 10 a 15 minutes. 

7. Procede selon la revendication 6. caracterise en ce que I'hydrolysat enzymatique inactive est soumis 
a une ultrafiltration. 
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subtilis and chosen from the group comprising 
Neutrase< TM >, Prot?ase B500< TM > and H.T. Prot? 
olytique< TM >, b) a bacterial protease which is 
usable in an alkaline medium (pH 7 to 11), 
extracted from strains of Bacillus lichenif ormis 
or Bacillus subtilis and chosen from the group 
comprising Alcalase< TM >, Prot?ase A2< TM > and 
Optimase< TM >, and c) a pancreatic enzyme of 
animal origin, including trypsin or a trypsin 
concentrate or the product marketed under the name 
PEM< TM >, under the following conditions of 
hydrolysis: - a neutral to alkaline pH of 7 to 10, 
- a temperature of 20 to 70 DEG C, and preferably 
30 to 50 DEG C, - a hydrolysis period preferably 
not exceeding 300 minutes. Such a process enables 
hydrolysates rich in di- and tripeptides and 
having a low content of free amino acids to be 
obtained, for use, in particular, in artificial 
nutrition and in dietetics. 
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